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論文内容要旨
聡
-
研究目的
 工nvivoで虚血肢に最大/亜最大レベルの筋収縮電気刺激を加えると,虚血肢の血流が増加す
 ることが家兎やラットなどで報告されている。一方invitroにて骨格筋収縮閾値以下のレベル
 での持続的電気刺激では骨格筋VEGF(vascularendotherialgrowthfactor)mRNAが増加
 したとの報告もある。VEGFは筋収縮の際の筋及び周囲組織の低酸素状態,刷り応力,他の血
 管新生因子などにより誘導されると考えられている。今回我々は筋収縮閾値以下の電気刺激の
 invivoにおけるラット虚血肢骨格筋への影響について以下の3つの検討を行った。即ち,1)虚
 血肢VEGF増加における炎症因子,低酸素因子の関与の有無について,2)FGF(fibroblast
 growthfactor),HGF(hepatocytegrowthfactor)などVEGF以外の血管新生因子の関与
 の有無について,3)筋収縮閾値以上・以下での電気刺激の違いによる虚血骨格筋の血管新生因
 子出現パターンの相違について,である。
研究方法
 300-350gの雄性SpragueDawleyラットの両大腿動脈を結紮して虚血肢を作製し,両側の
 前脛骨筋に対して電極を挿入し,皮下トンネルから両側肩甲骨間より体表に出した。1週間の回
 復期間後,片側の前脛骨筋に対し電気刺激を与え電気刺激肢とし,電気刺激を与えない対側肢を
 非刺激肢とした。
 まず持続的微弱電気刺激(CL-VES群,0.1V,50Hz,方形波,持続的)を5日間行い上記1)
 2)では,炎症関連因子としてIL6(インターロイキン6),低酸素関連因子としてHIF
 (hypoxiainducib生efactor),さらに血管新生関連因子としてVEGFのほかにHGFとFGFの
 計5種類のタンパク質の抗体を用いて免疫染色を行い一部はELISA法を用いて定量的に解析し,
 電気刺激群とコントロール群を比較検討した。3)についてはCL-VES群のほかに間欠的微弱
 電気刺激(IL-VES群,0.lV,50Hz,方形波,2時間間隔),間欠的強力電気刺激(IH-VES群,
 3V,10Hz,方形波,2時間間隔)の計3条件を設定し1日間あるいは5日間の電気刺激を行い
 ELISA法を用いて組織内VEGF,HGFを定量した。各条件下での電気刺激群とコントロール
 群について,あるいは各群で電気刺激群/コントロール群の比率を算出し3条件間について比較
 検討した。
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結果
 CL-VES群の5日間刺激において,HGFとVEGFが電気刺激肢で非刺激肢より強く染色さ
 れた。また組織内蛋白量も電気刺激肢では非刺激肢よりもVEGF,HGFが有意に増加していた。
 一方,FGF,IL6,HIFでは電気刺激肢と非刺激肢の間で明らかな差異を認めなかった。IL-
 VES群,IH-VES群の5日間刺激では,電気刺激肢は非刺激肢よりもVEGF蛋白量の有意な増
 加を認めたがHGF蛋白量は有意な増加を認めなかった。CL-VES,IL-VES,IH-VESの3群
 間でVEGFは電気刺激肢/非刺激肢の比率で3群間で有意差を認めなかったが,HGFはIH-
 VESに比べてCL-VESで有意に増加していた。
 1日刺激においてのVEGFはCL-VES群では電気刺激肢は非刺激肢よりも有意な増加を認め
 たが,IH-VES群では認めなかった。またVEGFの電気刺激肢/非刺激肢の比率はIH-VES群
 では1日刺激とくらべて5日刺激において有意に増加していたがCL-VES群では有意差を認め
 なかった。
結論
 電気刺激は微弱でも虚血肢に対するVEGF増加に効果的であり,その増加は炎症,低酸素と
 いった生体に不利な現象が関連している可能性は低いことが推定された。また持続的微弱電気刺
 激は筋収縮を与える刺激と比べてより早期にVEGFが誘導されると思われた。さらにCL-VES
 群でのみHGFの増加を認めたことから,筋収縮閾値以上・以下での電気刺激の違いにより,虚
 血骨格筋の血流改善に関わる血管新生因子に相違がある可能性が示唆された。
り{
 研究の意義,独創的な点
 本研究は,これまで明らかにされていなかった,1)筋収縮閾値以下の電気刺激について虚血
 肢VEGF増加に対する炎症関連因子,低酸素関連因子の関与の有無について,2)VEGF以外
 の血管新生因子の関与の有無について,3)筋収縮閾値以上・以下での電気刺激条件の違いによ
 る虚.血骨格筋の血管新生因子出現パターンの相違についての3点に関して,初めて検討を行なっ
 た点で意義深いものと考えられる。さらに,電気刺激という主にリハビリテーション分野で用い
 られてきた治療法が,虚血肢に対する新しい血管新生療法として役立つ可能性をも示唆した点で
 も意義深い研究であると考えられる。
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・
 審査結果の要旨
 申請者は,ラットの両大腿動脈を結紮して虚血肢を作製し,両側の前脛骨筋に対して電極を挿
 入し,筋収縮閾値以下の電気刺激を与えた際の虚血肢骨格筋における血管新生を観察し,その機
 序について,様々な血管新生因子,炎症因子,低酸素因子,電気刺激パターンとの関係から検討
 した。すなわち,1)虚血肢VEGF増加における炎症因子,低酸素因子の関与の有無について,
 2)FGF,HGFなどVEGF以外の血管新生因子の関与の有無について,3)筋収縮閾値以上・
 以下での電気刺激の違い(持続的微弱電気刺激(CL-VES群),間欠的微弱電気刺激(IL-VES
 群),間欠的強力電気刺激(IH-VES群))による虚血骨格筋の血管新生因子出現パターンの相違
 について研究した。
 その結果,電気刺激は微弱でも虚血肢に対するVEGF増加に効果的であり,その増加に炎症,
 低酸素といった生体に不利な現象が関連している可能性は低いことが推定された。また持続的微
 弱電気刺激は筋収縮を与える刺激と比べて,より早期にVEGFが誘導されると考えられた。さ
 らにCL-VES群でのみHGFの増加を認めたことから,筋収縮閾値以上・以下での電気刺激の
 違いにより,虚血骨格筋の血流改善に関わる血管新生因子に相違がある可能性が示唆された。
 本研究は,筋収縮閾値以下の電気刺激を与えた際の虚血肢骨格筋における血管新生の機序につ
 いて,様々な血管新生因子,炎症因子,低酸素因子,電気刺激パターンとの関係から検討した意
 義深い研究で,学位に値すると判断された。電気刺激という主にリハビリテーション分野で用い
 られてきた治療法が,虚血肢に対する新しい血管新生療法として役立っ可能性をも示唆した貴重
 な研究であり,今後の研究の発展が期待される。
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